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“In solving a problem of this sort, the grand thing 
is to be able to reason backwards. That is a very useful 
accomplishment, and a very easy one, but people do not 
practice it much.”  
- Sherlock Holmes, em “A Study in Scarlet” de 







Os gliomas representam os tumores do sistema nervoso central (SNC) mais comuns e com alta 
taxa de incidência. Entre eles, o glioblastoma multiforme (GBM) é extremamente agressivo e 
com grande heterogeneidade intratumoral, sendo classificado como grau IV de acordo com a 
OMS. O paciente é submetido ao tratamento oncoquimioterápico, a Temozolomida, associado 
à radioterapia. Pouco se avançou em relação a evolução dos fármacos utilizados para o 
tratamento de GBM e os testes clínicos atuais revelam pouca melhora nas taxas de sobrevida, 
a qual é em média de 18 meses. Com a alta taxa de recidiva alinhada à falta de novos 
tratamentos, a busca por biomarcadores e a investigação biológica do GBM avançam de 
maneira promissora. Acredita-se que a resistência tumoral se deve à presença de células-tronco 
tumorais (CTC). Elas apresentam aspectos similares aos das células-tronco neuronais 
saudáveis, assim como a presença de certos marcadores moleculares indicadores um estado não 
diferenciado. A glicoproteína CD90 tem função de adesão celular no SNC e está presente em 
diversas células desse sistema. Porém, há estudos indicando uma superexpressão dessa proteína 
em CTCs de GBM, o que leva à investigação desse possível biomarcador em células primárias 
de GBM. A possibilidade de se utilizar de células de linhagens para o estabelecimento de 
metodologias e investigação de comportamentos in vitro, levou à análise da expressão de CD90 
em U87MG, linhagem recorrente em estudos de GBM. Após a transdução com luciferase para 
futuros experimentos in vivo e ablação de CD90 para devida comparação com o controle e 
análise por citometria de fluxo, foi aferido que a linhagem U87MG é negativa para CD90, 
impossibilitando seu uso nos demais estudos. Dessa forma, amostras cirúrgicas humanas de 
GBM de dois pacientes foram processadas e, então, foi estabelecido o cultivo primário de 
GLIO1 e GLIO2. Após a ablação de CD90 nas duas amostras, obteve-se a confirmação, por 
citometria de fluxo, de que o grupo GLIO1 shCD90 e GLIO2 shCD90, teriam a expressão de 
CD90 reduzida em 42,78% e 68,6%, respectivamente. Assim, o ensaio de formação de 
oncoesferas foi realizado a fim de descobrir a influência de CD90 na formação de estruturas 
esferoides, as quais acredita-se serem compostas por CTCs. A ablação de CD90 influenciou na 
morfologia das oncoesferas, com menor densidade e com menor tamanho, e no número dessas 
estruturas entre 3 a 7 dias de cultivo, quando comparada com o grupo controle, tanto em GLIO1 
quanto em GLIO2. Foi avaliada, também, a migração celular pelo teste in vitro de wound 
healing e CD90 demonstrou influência no tempo de fechamento da área do scratch, com o 
grupo GLIO2 shCD90 não tendo a mesma capacidade de migração celular quanto o grupo 
controle, GLIO2 WT. Ao mesmo tempo, realizou-se o teste de adesão por análise celular em 
tempo real (RTCA), o qual comprovou a influência da gliocoproteína na adesão e espalhamento 
das células em baixa (5x103), média (10x103) e alta (20x103) confluências. Portanto, esse 
trabalho permite inferir a influência do nível de expressão de CD90 em células primárias de 
GBM, sendo importante na migração, invasão e formação de nichos com CTCs, os quais irão 
propagar o tumor e conferir maior resistência oncoquimioterápica. Além disso, é evidenciada a 
importância de se realizarem mais estudos com o cultivo primário devido às diferenças 
biológicas encontradas nas duas amostras de tumor. A maior investigação de CD90 permitirá 
tanto a busca para tratamentos mais eficazes quanto para a predição do prognóstico mais 
assertivo quanto à característica tumoral.  
 








Gliomas are the most common among the central nervous system (CNS) tumors and with high 
incidence rate. Among them, the glioblastoma multiforme (GBM) is extremely aggressive and 
with high intratumoral heterogeneity, classified as grade IV, accordingly to WHO. The patient 
is subjected to an oncochemotherapy, Temozolomida, associated with radiotherapy. Little 
progress has been made in the evolution of drugs used to treat GBM and current clinical trials 
show little improvement in survival rates, which is on average 18 months. With a high rate of 
relapse and with the lack of new treatments, the search for biomarkers and the biological 
investigation of the GBM are advancing in a promising way. Tumor resistance is believed to 
be due to the presence of tumor stem cells (CSCs). They present similar aspects to those of 
healthy neural stem cells, as well as the presence of certain molecular markers indicating an 
undifferentiated state. The glycoprotein CD90 is a cellular adhesion molecule in the CNS and 
is present in several cells of this system. However, there are studies indicating an 
overexpression of this protein in GBM CTCs, which leads to the investigation of this possible 
biomarker in primary GBM cells. The possibility of using cell lines to establish methodologies 
and investigation of in vitro behaviors led to the analysis of CD90 expression in U87MG, a 
recurrent cell line in GBM studies. After transfection with luciferase, for further in vivo 
experiments, and knockdown of CD90 for comparison with control and analysis by flow 
cytometry, it was verified that the U87MG is negative for CD90, making it impossible to use it 
in the other studies. Thus, GBM human surgical specimens from two patients were processed 
and then the primary culture of GLIO1 and GLIO2 was established. After the knockdown of 
CD90 in the two samples, it was confirmed by flow cytometry that the CD90 knockdown group, 
GLIO1 shCD90 and GLIO2 shCD90, would have CD90 expression reduced by 42.78% and 
68.6 %, respectively. Therefore, the tumorsphere formation assay was performed in order to 
discover the influence of CD90 on the formation of spheroid structures, which are believed to 
be composed of CTCs. The knockdown of CD90 influenced the morphology of the 
tumorspheres, with lower density and with smaller size, and in the number of these structures 
between 3 and 7 days of culture, when compared with the control group, in GLIO1 and GLIO2. 
Cell migration was evaluated by the in vitro wound healing assay and CD90 showed influence 
on the scratch area closure time, with the GLIO2 shCD90 group not having the same cell 
migration capacity as the control group, GLIO2 WT. At the same time, the cell adhesion was 
performed in the real-time cell analysis (RTCA), which proved the influence of the 
glycocoprotein on cell adhesion and spreading at low (5x103), medium (10x103) and high 
(20x103) confluences. Therefore, this work allows to infer the influence of CD90 expression 
level on primary GBM cells, being important in the migration, invasion and formation of niches 
with CSCs, which will propagate the tumor and confer greater oncochemotherapy resistance. 
In addition, the importance of conducting further studies with primary culture is evident, as 
there were biological differences found between the two tumor samples. Further investigation 
of CD90 will allow both the search for more effective treatments and the prediction of the more 
assertive prognosis regarding the tumor characteristic. 
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1.1 Sistema Nervoso Central 
O estudo do sistema nervoso central (SNC) é marcado pela constante dificuldade 
em saber o seu exato funcionamento. Com o passar dos anos, houve muitos avanços em 
relação ao entendimento de seus mecanismos e a sua organização morfológica1.  
O SNC é bilateral e simétrico, compreendido pelo encéfalo e pela medula 
espinhal, conforme mostrado na Figura 1. Cada parte do SNC atua com suas respectivas    
funções e de maneira interdependente. Todas as conexões e funcionalidades cerebrais 
são realizadas pelos diferentes componentes celulares desse sistema: os neurônios e as 
células da glia1.  
Os neurônios transmitem os potenciais de ação que serão interpretados e 
analisados em padrões de sinais elétricos, transformando-os em memória, sentidos, 
sentimentos e locomoção1. São variados os tipos de neurônios encontrados no SNC, 
com cada vez mais classificações e morfologias diferentes sendo descobertas2. O tipo 
neuronal está relacionado com a sua localização no SNC e seu papel nesse ambiente. 
Apesar das diferenças morfológicas, oriundas das formas de organização do 
citoesqueleto, os neurônios apresentam divisões estruturais bem definidas (axônio, 
corpo celular e dendritos), as quais tornam possível a comunicação entre as células 
através das fendas sinápticas e de impulsos elétricos, Essa comunicação, além de outras 
funções, é proporcionada de maneira rápida e eficiente pela presença de células da glia3.  
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Figura 1 Esquema do sistema nervoso central (SNC). Adaptado de Kendel, 20131.  
1.2 Células da Glia 
Originadas do mesmo precursor embrionário, as células da glia apresentam 
funções e aspectos morfológicos diferentes dos neurônios. Elas não conduzem sinais 
elétricos, mas garantem a funcionalidade e a homeostase das células neuronais, como 
excitabilidade e transmissão sináptica, tanto do SNC quanto do periférico1. Além disso, 
elas estabelecem contato com células endoteliais de capilares e facilitam a comunicação 
de outros tipos celulares com os neurônios1,4. Essas células podem ser divididas em 
diversos subtipos celulares que, de forma geral, são compreendidos em: 
oligodendrócitos, células de Schwann, astrócitos, ependimócitos e micróglia.  
Oligodendrócitos e células de Schwann são responsáveis pela produção de 
mielina, facilitando a condução do impulso nervoso, através dos saltos do potencial 
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elétrico1. Os oligodendrócitos permitem uma plasticidade neuronal através da 
modulação da formação de mielina nos axônios de neurônios do SNC, podendo ter seus 
padrões alterados durante o desenvolvimento embrionário e de acordo com estímulos 
ambientais, sendo este último ainda não muito bem elucidado5. Ao mesmo tempo, as 
células de Schwann participam do processo de mielinização no sistema nervoso 
periférico (SNP) e da homeostase neuronal desse sistema6.  Essas células também 
possuem uma plasticidade notável, a qual garante o reparo neuronal do SNP, podendo 
se desdiferenciar em uma célula de Schwann imatura e garantir esse reparo efetivo após 
danos locais6,7.  
Astrócitos são células da glia que apresentam formato similar ao de uma estrela, 
como a origem grega do nome sugere (astro= estrela, cito= célula). Eles regulam as 
concentrações de íons, como os íons de potássio liberados no disparo do potencial de 
ação neuronal, e de neurotransmissores extracelulares1. Além disso, essas células 
possuem uma comunicação direta com os neurônios na regulação, na formação de 
sinapses e servem de progenitores para neurônios e outras células neurais8,9. Eles ainda 
possuem um sistema de resposta dependente de cálcio à concentração extracelular de 
glutamato, podendo participar do processamento de informação em conjunto com os 
neurônios8,10.  
Os ependimócitos são responsáveis por auxiliar na produção do líquido 
cefalorraquidiano (LCR). Originadas do neuroepitélio, os ependimócitos são células 
epiteliais multiciliadas que direcionam o fluxo do líquido cefalorraquidiano no 
ventrículo do SNC, formam um gradiente no LCR para a devida movimentação de 
moléculas e direcionam a migração de neuroblastos originados na região 
subventricular1,11,12. 
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Todos esses componentes celulares do SNC atuam em conjunto com a micróglia, 
o sistema imune cerebral. Originada na medula óssea e da linhagem mieloide, a 
micróglia migra para o SNC no início da embriogênese13. Essas células conseguem 
recrutar parte do sistema imune para o cérebro em processos de inflamação, sendo 
eficientes em apresentar o antígeno para os linfócitos1. Além disso, elas apresentam uma 
relação direta de comunicação com neurônios, astrócitos e vasos sanguíneos, sendo 
extremamente plásticas e de resposta imune rápida14.  
Dessa forma, conclui-se que o SNC possui uma fina regulação e garantia de 
homeostase com o funcionamento saudável das células da glia15. Ao mesmo tempo, 
percebe-se o aparecimento de inúmeras patologias, como a doença de Alzheimer, 
Esclerose Múltipla e o aparecimento de tumores, as quais suas alterações biológicas 
estão relacionadas, também, às células da glia16–19.   
1.3 Tumores no SNC  
Os tumores do SNC apresentam as características gerais comuns aos tumores de 
outros sistemas. As células tumorais derivam de células saudáveis que possuem alguma 
falta ou ganho de função e passam por diversos estágios de anormalidade, como os 
estágios de hiperplasia (proliferação aumentada de células com morfologia similar à do 
tecido de origem), metaplasia (proliferação de um tipo tecidual sobre outro tecido) e 
displasia (proliferação anormal de células com morfologia diferente do tecido de 
origem)20. Alterações na transcrição de genes, na modulação epigenética e, até mesmo, 
fatores ambientais podem levar essas células a mudarem seu perfil de expressão e 
apresentarem uma morfologia e uma bioquímica aberrante, até que haja o 
estabelecimento o câncer in situ20. Ao mesmo tempo, as células tumorais precisam 
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adquirir certas características morfológicas para que haja, então, a promoção do 
crescimento do tumor.  
A Figura 2 remete aos diversos estudos realizados sobre o câncer e a origem dos 
tumores. Diversas alterações na homeostase celular devem ocorrer para que haja o 
aparecimento de um tumor, como escape da morte celular e da atividade do sistema 
imunológico; alta taxa de proliferação com imortalidade replicativa; reprogramação do 
metabolismo celular e promoção da inflamação e angiogênese. Dessa forma, a formação 
dos tumores é um sistema complexo e com diferentes variáveis a serem analisadas20.  
Existem diversos tipos de classificações para tumores do SNC. Estes podem ser 
classificados de acordo com a sua célula de origem e acometer tanto o SNC quanto o 
periférico20.   
 
Figura 2 Características determinantes para o surgimento do câncer. Algumas 
modificações celulares são essenciais para que a célula atinja o estágio de câncer, como: 
promoção da angiogênese, instabilidade genômica, capacidade de invasão e geração de 
metástase, escape de supressores de crescimento, escape do sistema imunológico, 
reprogramação metabólica, resistência à morte celular, capacidade proliferativa permanente e 
imortalidade replicativa. Adaptado de Weinberg e Hanahan (2011)21. 
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Além disso, esses tipos tumorais estão distribuídos, pela Organização Mundial 
da Saúde (OMS), de acordo com o grau de invasividade, podendo ser de grau I, com 
pouco potencial proliferativo e removível através de cirurgia, até o grau IV, com 
comportamento maligno, ativo mitoticamente com sinais de necrose e associado a uma 
evolução rápida da doença com péssimo prognóstico22. Na Tabela 1, são evidenciados 
alguns tipos de tumores do SNC com sua respectiva classificação da OMS.  
De forma geral, os tumores no SNC apresentam dificuldade no diagnóstico, o 
qual tem sido facilitado com os avanços das técnicas de tomografia computadorizada e 
ressonância magnética. Apesar dos avanços na área de pesquisa sobre o assunto, ainda 
há dificuldades em relacionar os sinais e sintomas com a real presença de tumores no 
SNC,  já que muitos desses sintomas incluem enxaquecas, distúrbios visuais e distúrbios 
comportamentais, presentes também em outras patologias23.  
Tabela 1. Tumores do Sistema Nervoso Central, suas respectivas características celulares e a classificação de invasividade de 
acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a qual varia de I a IV de maneira crescente. 
Nome do Tumor              Células Predominantes Classificação   OMS 
Glioblastoma multiforme Astrocitomas de grau avançado IV 
Astrocitomas Astrócitos I a III 
Oligodendriomas Oligodendrócitos II e III 
Schwannoma Células de Schwann I 
Meningioma Células da meninge I a III 
Ependimoma Ependimócitos I a III 
Medulloblastoma Células granulares do cerebelo IV 
 
Após o diagnóstico, o paciente segue, muitas vezes, para um tratamento 
oncoquimioterápico. Existem diversos desafios para desenvolver tratamentos efetivos 
para a eliminação do câncer do SNC. A barreira hematoencefálica dificulta o acesso dos 
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medicamentos às regiões afetadas e a vascularização desorganizada promovida pelo 
tumor ocasiona um alto grau de invasividade tumoral, além da dificuldade em 
compreender toda a região comprometida pelo do tumor22.   
1.4 Epidemiologia 
Os tumores do SNC são considerados relativamente raros, com incidência 
aproximada de 2% dos casos de câncer no mundo. Todavia, são causas de grande parte 
da mortalidade mundial e acometem, principalmente, crianças menores de 15 anos e 
jovens adultos, indicando 28% a 30% das mortes causadas por câncer nesses grupos24,25. 
Já no Brasil, eles corresponderam a 5,8% dos tumores pediátricos entre os anos de 1983 
a 200526. Além disso, estima-se que no ano de 2018 constarão 5,81 casos novos para os 
homens e 5,51, para as mulheres a cada 100 mil indivíduos dos respectivos grupos, 
conforme os dados apresentados na Tabela 225. 
Tabela 2 Estimativas para 2018 dos dez tipos de câncer mais comuns no Brasil dividido por sexo.  
Distribuição proporcional para os dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil em relação ao total de 
casos de câncer no país. Adaptado de INCA (2017)25.  
 
Dentre os tipos de tumores do SNC, os gliomas, tumores das células da glia, são 
os mais frequentes, podendo chegar a 60% dos casos desses tipos tumorais e, em geral, 
aparecem mais em adultos25. Nos Estados Unidos da América, eles correspondem a 26% 
dos casos de câncer pediátrico, apresentando uma sobrevida geral de 78%27. Na Europa, 
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estudos demonstram que os astrocitomas e ependimomas obtiveram sobrevida alta e 
glioblastoma teve a menor, com somente 2,7%28.  
1.5 Glioblastoma multiforme 
Glioblastoma multiforme (GBM) é um tipo de astrocitoma de grau IV, de acordo 
com a classificação de tumores do SNC da OMS. Para a diferenciação do termo 
“glioma”, esse seria todo tipo tumoral de células da glia abrangendo também o GBM.  
O astrocitoma do tipo GBM é caracterizado por polimorfismos celulares, 
atividade proliferativa aumentada, hiperplasia microvascular e necrose central, a qual 
compreende até 80% do volume tumoral. De rápida manifestação, o GBM cresce 
rapidamente, não podendo ter remoção total por meio de intervenção cirúrgica e 
havendo, então, diversas recidivas29. Dessa forma, menos da metade dos pacientes 
sobrevivem mais que um ano, mesmo com o devido tratamento. Infelizmente, além de 
ser um câncer de prognóstico ruim, ele é o mais comum entre os tumores cerebrais, 
variando entre 12-15% de todas as neoplasias intracraniais22.  
O GBM possui uma maior incidência em adultos, com pico entre 45 e 75 anos e 
em pessoas do sexo masculino. Ocorre na região subcortical do cérebro, podendo 
localizar em diferentes regiões, como nos lobos temporais, parietais e frontais. Em 
crianças, é comum haver o câncer na região dos núcleos basais e no tálamo, além de ter 
ocorreências no tronco encefálico22.  
Concomitantemente, o GBM é resistente às terapias quimioterápicas em geral, 
além de 60% da sua origem já ser na forma de grau IV. Esse tipo tumoral é muito 
heterogêneo entre os pacientes e de maneira intratumoral, com diversos tipos celulares 
e de alterações genéticas na sua composição oscilando entre os casos30. Essa variedade 
25 
genética dentro de um mesmo tumor é conferida pela instabilidade genômica, o que 
favorece as mutações a as possíveis resistências aos tratamentos. Todas essas 
características dificultam a criação de uma única e específica forma de linha de ação 
contra o tumor31. 
Desde a descoberta da associação de uma quimioterapia alquilante, a 
Temozolomida, com a radioterapia entre os anos de 2000 e 2005, não houve grandes 
avanços no tratamento da neoplasia de GBM. A Temozolomida é um pró-fármaco com 
afinidade à O6 metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), uma enzima de reparo do 
DNA, e ela inibe o recrutamento da DNA ligase, evitando, assim, a replicação do DNA 
e garantindo a morte das células em alta atividade mitótica. A associação da droga com 
a radioterapia prolonga a vida do paciente para uma média de somente 18 meses, o que 
ainda é consideravelmente baixo31,32.  
Existem outras terapias ainda em fase clínica, como o Bevacizumab, um 
anticorpo monoclonal inibidor da formação de vasos sanguíneos pela ação do fator 
endotelial de crescimento vascular (VEGF), e também os fitoterápicos, como por 
exemplo o uso de canabinóides31. Ainda assim, nenhum desses resultados aumentou a 
sobrevida de maneira extremamente significativa.  
Com a alta taxa de recidiva e ineficiência dos tratamentos, há uma maior busca 
para entendimento das bases moleculares do GBM. Existe a divisão clássica do GBM 
em dois tipos clínicos: primário, originado de novo, e secundário, originado por 
glioblastomas de graus menores. Apesar de diferenças na expressão gênica no seu início 
da formação do tumor, ambos geram resultados similares na tumorigênese33. 
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A fim de se estabelecer alvos eficazes para o tratamento desse câncer, a grande 
promessa está nos avanços da imunoterapia e na ciência básica da biologia do câncer, 
como as células-tronco de GBM34,35. 
1.6 Células-tronco 
Células-tronco (CT) são unidades celulares capazes de se autorrenovarem e de 
se dividir assimétrica e simetricamente dando origem a uma célula igual a ela e a uma 
já em um grau mais diferenciado, as células progenitoras36. Elas possuem um sistema 
hierárquico em relação ao seu potencial de diferenciação e podem ser: totipotentes 
(podendo dar origem a todos os tecidos embrionários e extraembrionários), 
pluripotentes (originando todos os tecidos embrionários) e multipotentes (dando origem 
a uma linhagem específica de células)20.  
As CTs neuronais dão origem aos neurônios e às células da glia. Elas estão 
localizadas em diferentes regiões do SNC, mas principalmente na zona subventricular 
(SVZ) e na zona subgranular (SGZ). A neurogênese é determinada pela migração, 
diferenciação e integração dos circuitos neuronais promovidos por essas CTs e as suas 
diferenciações em células progenitoras37. A cada estágio de diferenciação e 
comprometimento celular, células progenitoras são formadas com função de 
autorrenovação característica de CTs. Alguns marcadores de CTs neuronais são GFAP, 
marcador de maturação de astrócitos; SOX2, marcador recorrente em CTs para 
manutenção da pluripotência e nestina, marcador de células progenitoras neuronais 37,38.  
1.7 Células-tronco de câncer 
O conceito de células-tronco de câncer (CTC) se refere a uma célula que dará 
origem ao nicho principal do tumor e irá gerar diversas células progenitoras formadoras 
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de unidades celulares tumorais diferenciadas, assim como esquematizado na Figura 3. 
Essas CTCs tem características de células-tronco de autorrenovação e divisão 
assimétrica e simétrica, garantindo a heterogeneidade tumoral, mas não necessariamente 
tendo uma alta atividade mitótica39. Concomitantemente, essas CTCs podem ser 
originadas de células-tronco primárias dos tecidos ou a partir de células progenitoras 
oriundas dessas primárias e que possuem um comprometimento celular um pouco mais 
bem definido, ainda que mantenham certas plasticidades20,40.  
 
Figura 3 Modelo de origem tumoral a partir de célula-tronco de câncer (CTC). São representadas 
no esquema: células-tronco de câncer (vermelho); células progenitoras (cinza) e células diferenciadas 
(lilás). Adaptado de Beck e Blanpain (2013)39. 
 
Existe, ainda, a possibilidade de uma célula com um grau elevado de 
comprometimento no tecido conseguir se desdiferenciar e se tornar uma CTC. Esse 
mecanismo já foi evidenciado por diversos estudos e é uma das explicações para a 
resistência aos tratamentos e para a recidiva das neoplasias20,41.  
O conceito de células-tronco tumorais como iniciadoras de tumor é antigo, mas 
foi em 1997, que o laboratório de John Dick publicou no periódico Nature um trabalho 
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em que conseguiu isolar células iniciadoras de tumor de leucemia mieloide aguda42. 
Dessa forma, o estudo demonstrou que existe uma hierarquia celular no câncer assim 
como nos tecidos normais, com células desempenhando funções variadas. Esse trabalho 
inaugurou uma série de publicações condizentes com a teoria de CTCs em outros tipos 
tumorais40.   
As CTCs começam a evidenciar uma possível origem para o câncer e para a 
resistência e recidiva dessa doença. Para tumores de glioblastoma, por exemplo, que já 
possuem extrema dificuldade de novas linhas de tratamento, é importante o estudo de 
sua origem e possíveis tratamentos focados na biologia do tumor de maneira mais 
específica43–45.  
Em células diferenciadas no SNC, não há grandes possibilidades de encontrar 
mutações ocasionais que darão origem ao câncer, uma vez que elas apresentam grande 
estabilidade genômica. Dessa forma, a busca por CTs desse sistema possibilita a 
primeira evidência da origem dos tumores no SNC46.  
Os gliomas são geralmente originados na zona subventricular (SVZ), um nicho 
já conhecido de células-tronco neurais, e possuem marcadores de células-tronco como 
o gene nestin47. Esses nichos germinais formam tumores com vias de sinalização ativa 
típicas de CTs, não tão presentes em células diferenciadas, como a expressão de Gli1, 
da ativação da via de sinalização de Hedgehog, presente em gliomas de alto e baixo 
grau; a superexpressão do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), 
importante para a proliferação de células-tronco neurais e a inibição da via PTEN, um 
regulador do crescimento dessas células. Todas essas expressões evidenciam, mais uma 
vez, a relação de células-tronco com o câncer do SNC46.  
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Recentemente, vários estudos analisaram as possíveis regiões germinais de 
início do tumor de GBM e sua relação com a recidiva e a resistência ao tratamento. 
GBMs originados em regiões com alta concentração de células-tronco neurais são os 
que possuem maiores dificuldades no tratamento e, consequentemente, pior 
prognóstico48,49. Além disso, a hipótese da origem de glioblastomas por células-tronco 
neurais explica a heterogeneidade celular presente na neoplasia, com a criação de um 
microambiente tumoral diverso, o qual também dificulta a terapia50,51.  
Novas estratégias são pensadas para que os alvos do tratamento da neoplasia de 
GBM sejam cada vez mais específicos. Duas correntes básicas têm divido o alvo dos 
pesquisadores: o microambiente tumoral ou as células iniciadoras do tumor. O 
microambiente oferece certas dificuldades de especificidades no tratamento, uma vez 
que engloba células imunes e de origem mesenquimal, as quais estão presentes em 
diversas outras regiões do organismo. Já as células iniciadoras de tumor apresentam o 
entrave de possuírem características específicas de células-tronco do sistema 
relacionado, mas ainda assim possuem menos barreiras para a busca de um alvo mais 
certeiro do que as células do microambiente52. Talvez uma terapia conjunta seja a 
resposta para o futuro, mas a busca para marcadores que diferenciam as neoplasias das 
outras células normais é a primeira fase para que haja uma eficácia na melhoria de 
diagnósticos precoces, de tratamentos ou até mesmo da previsão do prognóstico dos 
pacientes.  
1.8 Biomarcadores para CTCs 
O conceito de biomarcadores para o tratamento de neoplasias traz consigo uma 
esperança de uma linha de ação mais eficaz e com menos efeitos colaterais no combate 
aos tumores53. Essa marcação molecular pretende ser específica e pode, ainda, ajudar na 
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previsão da escolha do manejo da doença, assim como definir melhor o seu estágio de 
progressão54. Na teoria de CTC como as iniciadoras do tumor, os padrões de expressão 
de marcadores moleculares são procurados e definidos, e idealmente só depois dessa 
evidência é que se podem começar as devidas produções de fármacos específicos ou 
métodos mais robustos de diagnósticos e prognósticos29,55,56.  
Em relação aos gliomas, já foram evidenciados alguns biomarcadores 
moleculares, mas ainda há muito debate sobre a real certeza que eles trazem43,53,54.  
O gene nestin (gene de CT neuroepitelial) foi descrito em 1990 e expressa uma 
proteína filamentar intermediária, sendo diminuída quando as células progenitoras 
neuronais dão origem a neurônios e à células da glia57,58. Essa marcação é encontrada 
em gliomas e sua superexpressão está relacionada com um prognóstico ruim de 
estagiamento do câncer, sendo superexpressa em gliomas de grau IV, o GBM59.  
A proteína ácida fibrilar glial (GFAP) é um marcador de maturação de astrócitos 
e sua expressão foi identificada na zona subventricular em cérebros adultos, mas não 
em estágios embriogênicos. Dessa forma, esse marcador é evidência não das CTs 
embrionárias neurais, mas sim de progenitores com algum grau de diferenciação. Além 
disso, GFAP é detectada em excesso no sangue de pacientes com a neoplasia41,60,61.  
A glicoproteína CD133, ou prominina-1, está relacionada com a diferenciação 
celular em células-tronco neuronais e com diversos outros tipos de neoplasias55,62,63. 
Suas funções não foram completamente elucidadas, mas sabe-se que ela torna possível 
a polarização celular, a diferenciação, a migração e a comunicação intercelular34. Em 
2003, um estudo mostrou que as células positivas para CD133 em GBM tem a 
capacidade de formar oncoesferas e iniciar a formação de tumores64. Esse marcador 
também  é visto em GBMs recorrentes e agressivos65–69. Apesar disso, ainda há um 
31 
debate acerca da hierarquia de células-tronco e progenitores que a marcação CD133 é 
presente, uma vez que foram encontrados casos de que populações CD133 negativas 
obtiveram sucesso na formação tumoral in vitro e in vivo68,70.   
Como não existem marcadores específicos e definitivos de CTCs de GBMs, o 
tumor de GBM ainda continua a ser muito estudado em busca de novos marcadores 
moleculares. 
1.9 CD90 como um biomarcador para CT de GBM 
A glicoproteína de superfície CD90 (22-37 kDa), ou Thy-1, é uma molécula 
altamente conservada localizada na parte externa da membrana celular, como 
demonstrada na Figura 4 . Sua expressão e regulação é específica para alguns tipos 
celulares, dentre eles células-tronco e células neuronais. Suas funções são variadas: 
sinalização, adesão, proliferação e modificações morfológicas celulares71,72. 
Em relação ao SNC, a expressão CD90 está relacionada com reparo de lesões 
cerebrais e com a extensão de dendritos e axônios em neurônios73,74. CD90 está presente 
majoritariamente em neurônios, mas em alguns estágios precursores de células da glia, 
como astrócitos. Nos astrócitos, CD90 interage com integrinas e entre ela própria, 
levando astrócitos maduros a mudarem a estrutura de seu citoesqueleto e garantir 
mobilidade celular.  Dessa forma, a proteína participa do desenvolvimento e da 
plasticidade neuronal, inibindo a formação de neuritos no desenvolvimento cerebral e 
garantindo a funcionalidade homeostática dos astrócitos71.  
Concomitantemente, CD90 é um biomarcador conhecido para diversos tipos de 
CTCs40,75,76. Há diversos estudos relacionando a proteína de membrana com câncer de 
mama, carcinoma hepatocelular e câncer de ovário77–79. Apesar disso, sua expressão 
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pode indicar um bom prognóstico para pacientes com câncer de ovário, por exemplo, 
ou um prognóstico ruim para pacientes com neuroblastoma, evidenciando, mais um vez, 
as características heterogênicas dos diferentes tipos tumorais, como demonstrado na 
Figura 580.  Nessa figura, discutem-se os diferentes papeis que a gliocoproteína CD90 
poderia desempenhar na progressão tumoral. Ela poderia atuar como supressor de 
crescimento por interromper o ciclo celular, mas ao mesmo tempo, pode atuar em outros 
tipos tumorais na promoção tumoral e na formação de metástases.  
 
Figura 4 Modelo 3D da gliocoproteína CD90 ancorada na membrana plasmática. Adaptado de 
Leyton e Hagood (2014)71. 
 
A expressão de CD90 tem sido analisada em GBM e já foi evidenciado que as 
células CD133 positivas são um subgrupo de células CD90 positivas. Isso demonstra 
que, pelo caráter dúbio ainda do marcador de CD133, pode ser que CD90 seja um 
candidato a um marcador mais abrangente e eficiente72,81. Alguns estudos já foram feitos 
relacionando CD90 e GBM, porém a maioria foi realizada em células de linhagem e, 
enquanto alguns já apontam CD90 como um biomarcador promissor para GBM, outros 
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ainda discutem essa possibilidade ao avaliar diferentes variáveis72,81–84. Apesar disso, já 
foi percebida a relação entre o aumento de CD90 em casos de gliomas de grau IV85.  
 
 
Figura 5 CD90 e o câncer. Os diferentes papeis da glicoproteína CD90 na progressão tumoral. Em 
adenocarcinoma de ovário e em carcinoma nasofaríngeo, CD90 pode atuar como supressor tumoral, 
ativando uma cascata de reações para que haja a interrupção do ciclo celular. Ao mesmo tempo, CD90 
pode atuar como promotor tumoral em carcinoma hepatocelular através da ativação de vias de 
sinalização que favorecem a proliferação celular. Por último, CD90 está relacionada também nos casos 
de metástase de melanoma e de câncer de próstata e de mama, uma vez que permite a interação com 
integrinas de células epiteliais. Adaptado de Kumar, et al. (2016) 
 
Poucas pesquisas possuem o foco em cultivo primário de GBM. Recentemente, 
Avril, et al. (2017) analisou a influência da expressão de CD90 in vivo e constatou que 
a expressão de CD90 pode não ser restrita a CTCs no ambiente tumoral, mas sim a 
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células com algum grau diferenciado nessa massa tumoral. Apesar disso, demonstrou 
que CD90 influencia na migração e na invasão de GBM. Porém, os modelos in vitro do 
estudo foram realizados com células de linhagem transformadas, também não 
estabelecendo um modelo in vitro com as linhagens primárias83. Dessa forma, mais 
estudos in vitro devem ser realizados para o estabelecimento dos protocolos e 
consistência dos resultados, assim como novos estudos in vivo mais abrangentes.  
1.10  Oncoesferas no estudo in vitro 
Existem diversos modelos de estudo in vitro para estabelecimento do cultivo 
primário de CTCs. O modelo escolhido por esse trabalho é o da formação de esferas 
tumorais ou oncoesferas. A formação dessas estruturas esferoide em modelos in vitro a 
partir de amostras cirúrgicas de tumores ou até mesmo de linhagens celulares é uma 
metodologia já muito utilizada78,86. Há também a formação de esferas oriundas de 
células saudáveis para o isolamento de células-tronco específicas de cada órgão ou 
tecido, chamadas de esferoides ou especificadamente para seu local de origem, como as 
formadas por células neuronais, as neuroesferas87. 
Como já explicitado, as CTCs são as chamadas células iniciadoras tumorais e 
explicam parte da resistência às terapias apresentada por alguns tumores, como o GBM. 
A fim de estudar essas células in vitro, os modelos esferoides são utilizados para 
isolamento dessas células ao crescerem em um meio sem soro. Nessas condições as 
células em cultivo tendem a se aglomerar em esferoides, uma conformação 3D 
estável86,88.  
Parte desse processo é demonstrado na Figura 6, na qual apresenta de maneira 
esquemática a população de uma oncoesfera. Essa população contém CTs, células 
progenitoras e células diferenciadas. Somente as CTs irão conseguir, nas condições de 
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cultivo em suspensão, formar e reter estruturas esferoides por um tempo maior em 
cultivo. Células progenitoras podem até formar esferas, mas não conseguem manter essa 
estrutura ao longo dos dias em cultivo e nem se multiplicar. Já as células diferenciadas 
não são capazes da formação dessas estruturas e acabam não se aglomerando no cultivo 
in vitro em suspensão. 
 
Figura 6 Formação de oncoesferas a partir de amostras cirúrgicas. São representadas no esquema: 
células-tronco de câncer (vermelho); células progenitoras (cinza) e células diferenciadas (lilás). 
Adaptado de Beck e Blanpain (2013)39. 
 
No caso do GBM, esse modelo é muito utilizado para a descoberta de alvos 
terapêuticos em CTCs, citotoxicidade e avaliação de migração e invasão89. A 
organização espacial dessas estruturas é favorecida pelas interações entre as células 
promovidas por proteínas de adesão celular, como caderinas e integrinas, difererindo do 
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estudo em células aderidas em uma monocamada89. Além disso há a retenção de 
características do tumor de origem quando utilizadas em estudos de cultivo primário90 
Ao mesmo tempo, apesar as oncoesferas parecem promissoras para ensaios in 
vitro, elas apresentam algumas limitações. O local do tumor onde a amostra humana 
cirúrgica foi retirada pode influenciar no número de CTCs, principalmente de tumores 
heterogêneos como o GBM. Esse fator é limitante, também, uma vez que a amostra é 
representação de apenas uma parte tumoral, mas os resultados são abrangentes para toda 
essa massa86. Além disso, há uma dificuldade de padronização nos protocolos para a 
formação dessas estruturas, já que transformações celulares e número de passagens pode 














A descoberta de marcadores de CTCs mostra grande potencial para o desenvolvimento 
de tratamentos cada vez mais seletivos contra diferentes tipos de câncer. Ao mesmo tempo, 
existem diversas formas tumorais que ainda não possuem tratamento específico e apresentam 
grande resistência às terapias existentes. O GBM é agressivo e possui grande resistência e 
reincidência, além de ser um câncer do SNC comum. Diversos estudos sobre possíveis 
marcadores celulares de glioblastoma estão sendo realizados, mas pouco se sabe ainda sobre a 
relação entre CD90 e a morfologia funcional do GBM, principalmente com análises in vitro em 
cultivo primário. Enquanto há evidências da participação da gliocoproteína CD90 na migração 
e formação de GBM, não se sabe a relação da expressão de CD90 com o grau de diferenciação 
das células componentes do tumor83,84. Ao mesmo tempo, não foram encontrados na literatura 
resultados in vitro em quantidade significativa com o uso de células primárias de GBM. O 
amplo uso de células de linhagem torna difícil a investigação biomolecular de tumores 
heterogêneos, como o GBM92,93.  
Assim, a pesquisa oferece uma oportunidade no entendimento da relação entre o 
marcador CD90 e aspectos morfológicos e biológicos do glioblastoma in vitro. Além da 
investigação em células de linhagem celular, como a U87MG, é importante ressaltar o foco no 
uso de células primárias para o melhor entendimento do funcionamento tumoral de GBM.  Essa 





3.1 Objetivo Geral 
A pesquisa tem como objetivo geral avaliar a ação da glicoproteína CD90 em 
células primárias de glioblastomas humanos in vitro e em células de linhagem 
U87MG. 
3.2 Objetivos Específicos 
• Estabelecer modelo de protocolos com o uso da linhagem celular U87MG.  
• Estabelecer cultura primária a partir de amostras cirúrgicas de GBMs humanos. 
• Analisar a expressão de CD90 nas células primárias. 
• Analisar, in vitro, o efeito da ablação de CD90 em células primárias oriundas de 
GBMs: 
▪ na formação de oncoesferas  
▪ na proliferação celular 







4. Materiais e Métodos 
4.1 Delineamento experimental 
O estabelecimento dos delineamentos experimentais a seguir proporcionaram a 
realização da pesquisa e o cumprimento dos objetivos específicos do trabalho.  
 
Figura 7 Delineamento experimental do estabelecimento de protocolos a partir do cultivo 
de U87MG.  
 
Figura 8 Delineamento experimental a partir do cultivo de células primárias de GBM  
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4.2 Cultivo de células de linhagem U87MG 
A linhagem de células U87MG foi doada pelo laboratório do Prof. Dr. Ricardo 
Titze da Universidade de Brasília. A linhagem celular é de origem de um astrocitoma 
humano (glioblastoma) amplamente utilizado no meio acadêmico para pesquisas sobre 
GBM. O cultivo das células da linhagem U87MG foi feito com meio de cultivo 50% 
Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose (DMEM) (Gibco, EUA) e 50% F12 
(Gibco, EUA), suplementado com 1% de antibiótico (v/v) (Penicilina – Streptomicina, 
Gibco, EUA) e 10% de soro fetal bovino (v/v) (Gibco, EUA). As células foram 
cultivadas em frascos de cultura de 75 cm2 e 25 cm2 e mantidas a 37°C com 5% de CO2 
em uma estufa umidificada (Thermo Scientific, EUA) com trocas periódicas do meio.  
4.3 Estabelecimento da linhagem celular primária de glioblastomas 
(GLIO) 
O estabelecimento da cultura celular primária foi feito por meio de amostras 
tumorais de neurocirurgias realizadas no Hospital São Paulo e Hospital de Base de 
Brasília de acordo com a assinatura do consentimento livre e esclarecido dos métodos 
por parte dos pacientes. As amostras foram colocadas em um tubo de coleta de 50mL 
contendo PBS-1X (Tampão fosfato salino, Life, EUA) e transportadas no gelo para a 
Universidade de Brasília. Para a extração das células, os tumores foram colocados em 
uma placa de Petri estéril no fluxo laminar próprio para o cultivo de células. Após três 
lavagens com PBS (1X) para a retirada do sangue, houve uma quarta lavagem com meio 
de cultivo Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium-Low Glucose (DMEM-LG) (Life, 
EUA) sem soro e com 1% de antibiótico (v/v) (Penicilina – Streptomicina, Life, EUA). 
Em seguida, as amostras foram dissecadas em pedaços de aproximadamente 1mm de 
diâmetro e transferidas para um tubo de centrifugação de 15mL com adição de tripsina 
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(Tripsina 0,25%, Gibco, EUA), enzima que hidrolisa as ligações peptídicas, com meio 
de cultivo DMEM-LG em uma razão de 3:1 por 30 minutos e gentilmente agitada em 
intervalos de 5 minutos. Em sequência, houve a realização de três centrifugações por 5 
minutos a 1341 g com o descarte do sobrenadante e ressuspensão da amostra em 4mL 
de DMEM-LG suplementado com 1% de antibiótico e 10% de soro fetal bovino. As 
células dissociadas e as frações tumorais foram colocadas em frascos de cultura de 75 
cm2 e mantidas a 37°C com 5% de CO2 com mudanças periódicas do meio.  
 
Figura 9 Garrafas de cultivo após processamento de amostras cirúrgicas. 
 
4.4 Passagem celular 
Tanto a linhagem U87MG quanto as células GLIO de cultivo primário tiveram 
seu crescimento analisado por meio de microscopia ótica. Quando atingiram cerca de 
70% de confluência nas garrafas de cultivo, a passagem celular era realizada através da 
tripsinização celular. Descartou-se, primeiramente, o meio de cultivo da garrafa e foram 
adicionados 4mL na garrafa de 25 cm2 ou 6mL na garrafa de 75 cm2 de tripsina (Tripsina 
0,25%, Life, EUA). Então, a garrafa foi incubada na estufa de cultivo celular por um 
período de 5 a 10 minutos à 37°C e 5% de CO2. Assim que acabava o tempo, as células 
eram observadas em microscopia de luz a fim de observar o desprendimento celular da 
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superfície da garrafa, uma vez que a tripsina irá agir no rompimento de ligações peptídicas 
de adesão celular. A seguir, foram adicionados de 4mL a 6mL de meio cultivo completo 
próprio para cada tipo celular e o volume completo era colocado em um tubo tipo Falcon 
de 15mL para centrifugação por 5 minutos a 1341 g em temperatura ambiente. O 
sobrenadante era descartado e o pellet presente era ressuspendido em 1mL de meio de 
cultivo. 10 μL eram recolhidos da suspensão e colocados em um microtubo de 1mL. 
Assim, era realizada a diluição desse volume com 10 μL de Azul de Tripan (0,4 %), para 
contagem celular. 
4.5 Contagem de células e passagem celular 
A contagem de células foi realizada em uma câmara de Neubauer. Foi coletado 
10 μL da diluição estabelecida na metodologia descrita acima e depositado na câmara 
para análise em um microscópio de luz invertido. O cálculo a seguir foi realizado para a 
obtenção do número de células presente na suspensão de 1mL descrita anteriormente.  
Número de células/mL = Número de células contadas    X Fator de diluição X 104
         Número de quadrantes contados 
Após o estabelecimento do número de células presente, a quantidade desejada 
era passada para uma outra garrafa de cultivo ou era semeada em placas de cultivo de 
12 ou 24 poços conforme o número de células desejado. 
4.6 Marcação das células de linhagem U87MG com luciferase e 
Green Fluorescent Protein (GFP) por lentivírus 
Houve a troca periódica do meio de cultivo das células U87MG em cultivo 
(garrafas de 75 cm2). Após a troca do meio, foram adicionados 100 µL de lentivírus Lp-
hLUC-Lv201-020-GFP com Polibreno concentrado 1000X (Sigma-Aldrich, Santa Cruz 
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Biotechnology), na concentração de 1µL/mL de meio. Após 48 horas, houve a troca do 
meio com Puromicina (concentrada a 5µg/mL; Sigma-Aldrich, Santa Cruz 
Biotechnology) em concentração de 1,0 µg/mL para as células de U87MG. O meio com 
puromicina foi mantido por uma semana com trocas periódicas e substituído, então, pelo 
meio de cultivo sem a adição de puromicina.  
4.7 Ablação de CD90 com partículas lentivirais das células U87MG-
LUC e das células primárias de glioblastomas humanos   
Para a transdução lentiviral, as células de linhagem U87MG-LUC (marcadas 
com luciferase e GFP) foram cultivadas em frascos de 75 cm² em meio completo a 37°C 
e 5% CO2. Quando as células atingiram 70% de confluência, a transdução foi realizada 
em presença de 1µL/mL de meio de Polibreno 1000X, de acordo com as instruções do 
fabricante (Santa Cruz Biotechnology) com 5µL de partículas lentivirais ShRNA-CD90 
ou 1µL/mL de Polibreno com 10µL de lentivírus shRNA controle (sequência aleatória 
de shRNA, scrambled shRNA). As partículas lentivirais expressando shRNA CD90 ou 
expressando sequências aleatórias de shRNA controle foram adicionadas nos frascos de 
cultura com a multiplicidade de infecção (MOI) de 10. Todos os lentivírus foram obtidos 
pelo laboratório Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, INC) e o meio 
foi trocado após 48h. Dois dias após a transdução, clones estáveis de U87MG 
expressando shRNA CD90 e shRNA controle foram selecionados utilizando 
Puromicina (concentrada a 5µg/mL) em concentração de 1,0 µg/mL para as células de 
U87MG por 10 dias com troca periódica do meio. Após esse tempo, o meio foi trocado 
por DMEM/F12 sem a adição de puromicina.  
O mesmo processo foi repetido com cada amostra de células de glioblastoma 
humanos (GLIO) havendo, então, duas populações de células GLIO WT (controle) e 
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GLIO shCD90 (ablação de CD90). A seleção com a Puromicina (concentrada a 
5µg/mL) foi feita na concentração de 0,4 µg/mL por 10 dias, com trocas periódicas do 
meio.  
4.8 Purificação das células U87MG-LUC com microbeads de CD90  
As células U87MG-LUC cultivadas em garrafas de cultura T-75 foram 
dissociadas por 5mL de tripsina durante 5 minutos à 37°C. Em seguida foi adicionado 
meio de cultivo celular DMEM/F12 completo para inibição da tripsina e a solução 
transferida para um tubo de centrifugação de 15mL. As células foram marcadas com 
anticorpos CD90 conjugados com partículas magnéticas e selecionadas por afinidade 
magnética à coluna de purificação de acordo com o protocolo do fabricante da coluna 
selecionada (Miltenyl Biotec). Em seguida, as células foram divididas em duas 
populações: U87MG-LUC-CD90+ (positivas para CD90) e U87MG-LUC-CD90- 
(negativas para CD90) de acordo com a afinidade da coluna. As duas populações foram 
cultivadas separadamente em garrafas T-75 a 37°C com trocas de meio e com passagens 
periódicas.  
4.9 Análise da expressão de CD90 por citometria de fluxo nas células 
de U87MG e de GLIO e MSC 
Os anticorpos monoclonais para a citometria de fluxo foram usados de acordo com 
as instruções do fabricante. Foi feito o subcultivo das células de U87MG-LUC com 
ablação de CD90 (U87MG-LUC-CD90-), das células U87MG-LUC controle com 
expressão normal da glicoproteína (U87MG-LUC-CD90+) e das células-tronco 
mesenquimais descongeladas e cultivadas por 4 semanas em meio DMEM. As células 
foram desaderidas com tripsina e centrifugadas por 5 min a 1000 rpm. O sobrenadante foi 
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descartado e cada grupo de célula foi ressuspenso em 400µL de meio DMEM/F12 e 
distribuído em quatro tubos de 1mL, totalizando oito tubos com 100µL de células. Foram 
utilizados nos respectivos grupos celulares dois tipos de anticorpos: 5µL do anticorpo 
CD90-FITC (Biosciences) e 5µL do controle Mouse IgG1-FITC (Biosciences). Após a 
incubação por 30 minutos no escuro a 37ºC e adicionados 500µL de meio em cada tubo. 
Duas lavagens foram feitas com PBS e as células foram então ressuspensas em 300µL de 
PBS por tubo e analisadas em um citômetro de fluxo (CyFlowSpace-Partec, Germany; 
FACSVERSEBD ou FACSARIA-BD, os dois da BD Biosciences) e a análise dos dados 
foi feita pelo software FlowJo (TreeStar). Para estabelecer um controle positivo da 
expressão de CD90, assim como a eficácia do protocolo, células mesenquimais foram 
submetidas ao mesmo protocolo. Essa análise foi realizada em duplicatas.  
4.10 Análise da expressão de CD90 por citometria de fluxo nas células 
de GLIO1 e GLIO2 
As células dos grupos GLIO1 WT, GLIO1 shCD90, GLIO2 WT e GLIO2 
shCD90 foram desaderidas com tripsina e centrifugadas por 5 min a 200g. O 
sobrenadante foi descartado e cada grupo de célula foi ressuspenso em 400µL de meio 
DMEM-LG e distribuído em quatro tubos de 1mL. Foram utilizados nos respectivos 
grupos celulares dois tipos de anticorpos: 5µL do anticorpo CD90-PE-Cy7-A (BD 
Pharmingen, San Diego, CA, USA) e 5µL do controle Mouse IgG1-PE-Cy7-A (BD 
Pharmingen, San Diego, CA, USA)   Após a incubação por 30 minutos no escuro a 37ºC 
e adicionados 500µL de meio em cada tubo. Duas lavagens foram feitas com PBS e as 
células foram então ressuspensas em 300µL de PBS por tubo e analisadas em um 
citômetro de fluxo (FACSARIA-BD, BD Biosciences) e a análise dos dados foi feita 
pelo software FlowJo (TreeStar).  
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4.11 Análise da fluorescência das células U87MG 
A fim de comprovar a eficiência do protocolo de transdução por lentivírus 
contendo o gene da luciferase (Lp-hLUC-Lv201-020-GFP), 3x105 células de U87MG-
LUC e de U87MG (controle) foram semeadas em uma placa de 12 poços com meio 
DMEM/F12, mantidas a 37°C e 5% CO2 e acompanhadas diariamente até atingirem 
80% de confluência. Nesse momento foi adicionado 10µL de luciferina para que 
houvesse a reação de transformação de luciferina em oxiluciferina e luz.  A análise da 
fluorescência foi realizada no IVIS® Lumina XR, durante 6 minutos.  
4.12 Cultura de oncoesferas derivadas de GLIO 
As amostras celulares GLIO WT e GLIO shCD90 para CD90 obtidos pela 
cultura primária de glioblastomas humanos de cada amostra foram desaderidos de 
garrafas de cultivo celular T-25 com 5mL de Tripsina por 5 minutos a 37°C e 
centrifugados em tubos de 15mL por 5 minutos a 200g. As células foram ressuspensas 
em meio para oncoesferas (DMEM/F12, sem soro fetal bovino, com suplementação de 
N-2 (1X), (Gibco, EUA) fator de crescimento epidermal (20ng/mL) (Gibco, EUA), fator 
de crescimento de fibroblasto (20ng/mL) (Gibco, EUA)  e B-27 (1:50) (Gibco, EUA)).  
A contagem celular foi feita utilizando o azul de Trypan e câmera de Neubauer. Placas 
de 24 poços de baixa aderência foram utilizadas para o plaqueamento de 2x104 células 
por poço. O experimento foi feito em quadruplicata para cada tipo celular e repetido em 
três experimentos independentes. As células foram mantidas com 5% de CO2 a 37°C e 
se obteve a análise do diâmetro e contagem das oncoesferas maiores que 100µm no 
terceiro e sétimo dia de cultivo através do microscópio invertido de fase EVOS FL Cell 
Imaging System.  
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4.13  Análise da expressão de CD90 por citometria de fluxo nas 
oncoesferas de GLIO2 
As oncoesferas derivadas dos grupos GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 foram 
centrifugadas por 6 minutos a 200g. O sobrenadante foi descartado e as células foram 
ressuspensas em 1,5mL de Accutase por 30 minutos a 37°C em tubos de 15mL tipo 
Falcon. Então, elas foram centrifugadas por 10 minutos a 200g, o sobrenadante foi 
descartado e cada grupo de célula foi ressuspenso em 400µL de PBS e distribuído em 
quatro tubos de 1mL. Foram utilizados nos respectivos grupos celulares dois tipos de 
anticorpos: 5µL do anticorpo CD90-FITC (Biosciences) e 5µL do controle Mouse IgG1-
FITC (Biosciences). Após a incubação por 30 minutos no escuro a 37ºC e adicionados 
500µL de meio em cada tubo. Duas lavagens foram feitas com PBS e as células foram 
então ressuspensas em 300µL de PBS por tubo e analisadas em um citômetro de fluxo 
(FACSARIA-BD, BD Biosciences) e a análise dos dados foi feita pelo software FlowJo 
(TreeStar).  
4.14 Cultivo de subesferas de células GLIO 
Ao atingirem uma semana de cultivo, as oncoesferas foram coletadas da placa e 
colocadas em um tubo de 15mL para centrifugação durante 5 minutos a 200g. O meio 
foi descartado e as células ressuspensas em 2,5mL de StemPro Accutase (Thermo-
Fisher Scientific) e colocadas no banho-maria 37°C por 20 minutos. Então, houve a 
centrifugação das amostras por 5 minutos a 200g e a ressuspensão em meio para 
oncoesferas especificado na metodologia anterior. A contagem das células foi realizada 
e 3x103 células foram plaqueadas em placas de 24 poços com baixa aderência celular. 
O experimento foi realizado em triplicatas para cada tipo celular e repetido ao menos 
duas vezes para cada amostra. As células foram mantidas com 5% de CO2 a 37°C e se 
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obteve a análise no número de oncoesferas maiores que 100µm no terceiro e sétimo dia 
de cultivo. 
4.15  Ensaio de migração in vitro 
Células de GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 foram tripsinizadas, semeadas em 
placas de 12 poços e mantidas em uma estufa para cultivo celular a 37°C e 5% de CO2 
até atingirem a confluência. Assim que foi constatada a confluência, o meio de cultivo 
foi retirado e o scratch, risco em linha reta na região mediada do poço, foi realizado 
com a ponta de uma ponteira para pipeta de 200µL, ocasionando uma ruptura na adesão 
celular nesse espaço. Houve a lavagem com PBS para retirar possíveis debridis e houve 
a adição do meio de cultivo DMEM suplementado com 1% de antibiótico (v/v) e 10% 
de FBS (v/v). Fotos da 0h e da 24h foram obtidas através da microscopia invertida de 
fase pelo EVOS FL Cell Imaging System através da criação de pontos de referência nas 
placas para que as imagens fossem da mesma área correspondente94. A área livre das 
células foi analisada pelo software ImageJ (National Institute of Heath) com a utilização 
do macro Wound Healing Tool. 
4.16 Análise de adesão celular a partir do método de análise celular 
em tempo real (RTCA) 
Medição da impedância celular detectada pelo sistema xCELLigence (Roche, 
San Diego, CA, USA) de acordo com as informações do fabricante. Houve a obtenção 
dos dados de impedância elétrica através de eletrodos de ouro no fundo de placas de 16 
poços (E-Plate). As células GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 foram plaqueadas em três 
concentrações diferentes: 2x104 (20K), 1x104 (10K) e 5x103 (5K) em três experimentos 
independentes e sempre em triplicatas, conforme a demonstração da Figura 10. A 
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detecção do valor do índice celular (CI) foi obtido através do xCELLigence software 
(versão 1.2.1). Dessa forma, foi possível a análise da proliferação das células primárias 
GLIO2. A medição da impedância foi realizada a cada 30 minutos durante 94 horas ou 
243 horas.  
 
Figura 10  Modelo para plaqueamento das células GLIO2 para a análise de RTCA. As células 
GLIO2 WT (vermelho) e GLIO2 shCD90 (azul) foram plaqueadas em triplicata em diferentes 
concentrações (20K, 10K ou 5K) em experimentos independentes. Meio de cultivo (verde) foi 
adicionado em quatro poços após um grupo celular para estabelecimento do controle experimental.   
 
4.17 Análises Estatísticas  
As análises estatísticas dos resultados apresentados foram obtidas com o uso do 
software GraphPad Prism® 6.0. O intervalo de confiança estabelecido foi de no padrão 
de 95% (p <0,05). Foi utilizado teste T Student com correção de Welch.  No caso da 
estatística para análise dos dados da citometria de fluxo, foi utilizado o sistema próprio 




5.1 Expressão de luciferase em células U87MG 
As células de linhagem U87MG são utilizadas para diversos estudos de 
glioblastomas humanos e foram escolhidas para teste metodológico e padronização de 
protocolos95,96. Após a transdução por lentivírus para a expressão de luciferase em 
U87MG (U87MG-LUC), foi realizado o teste de luminescência e a quantificação da 
radiância média com o plaqueamento em duplicatas de 3x105 células U87MG controle 
(U87MG WT) e U87MG-LUC observado no equipamento IVIS-LUMINA, como 
demonstra a Figura 11. Dessa forma, pode-se perceber que a transdução foi realizada 
com sucesso, pois a expressão de luciferase foi detectada somente nos poços com células 
transduzidas, além da radiância média ter sido significativamente maior nas células 
transduzidas em relação ao controle. 
5.2 Análise por citometria de fluxo da expressão de CD90 em células 
U87MG 
Foi realizado o procedimento de citometria de fluxo para a análise da expressão 
de CD90 nas células U87MG com a finalidade de prever a possibilidade do uso dessas 
como um modelo para pesquisa81,97. Após a transdução por lentivírus para a expressão 
de luciferase, foi realizada a ablação de CD90 nessas células transformadas. Ao 
atingirem 70% de confluência nas garrafas de cultura, as células de U87MG 
transduzidas e do grupo controle passaram por uma seleção magnética a fim de separar 
as duas populações de U87MG: U87MG-LUC-CD90+ (positivas para CD90) e 
U87MG-LUC-CD90- (com ablação de CD90). Dessa forma, foi realizada a análise da 
expressão de CD90 em células mesenquimais a fim de comprovar a eficácia do 
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protocolo, uma vez que elas possuem elevada expressão de CD90 já confirmada na 
literatura (Figura 12)98,99. Em conjunto, houve, então, a realização da citometria de fluxo 
para a expressão de CD90 no grupo de células U87MG WT (controle selvagem), e no 
grupo de células com ablação de CD90, U87MG-LUC-CD90-, representada na Figura 
13.  
A Figura 12 permite comprovar a eficácia do protocolo de citometria de fluxo e 
as marcações corretas e esperadas por células-tronco mesenquimais em relação ao 
padrão de expressão de CD90. Dessa forma, ao seguir os experimentos com as células 
de linhagem U87MG, percebe-se que a expressão de CD90 nas células controle 
(U87MG-WT) é aproximadamente 6% em relação à população analisada. Células 
U87MG-LUC-CD90- apresentam certa fluorescência em relação à leitura do FITC 
percebida no segundo pico, uma vez que o vetor de transdução para luciferase possuía 
GFP, o qual é detectado em um comprimento de onda parecido com a do FITC, 
aproximadamente 500nm. Então, o terceiro pico apresentado na Figura 13 apresenta a 
positividade de 5,06% para células CD90.  
 
Figura 11. Expressão de luciferase em U87MG no IVIS LUMINA. A. Radiância média da expressão de 
luciferase calculada pelo equipamento IVIS LUMINA, após a administração de luciferina, durante o período de 6 
minutos. B. Foto obtida da luminescência da luciferase nas células U87MG após administração de luciferina em 
duplicatas, sendo o poço 1 e 2, 3x105 células U87MG transduzidas e o poço 3 e 4, 3x105 células U87MG sem 
marcação (grupo controle).  
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Figura 12 Análise por citometria de fluxo da expressão de CD90 em células-tronco mesenquimais. 
Dados da citometria referentes à expressão de CD90 em células mesenquimais. Em (A) há a ilustração 
do grupo controle isotípico (cinza escuro) e o grupo para marcação anti-CD90 FITC (cinza claro). Em 
(B) a porcentagem de células positivas para CD90 (CD90+) com a marcação em FITC. 
 
Assim, mesmo depois da ablação de CD90, não houve diferença notável na 
porcentagem da população positiva para CD90 nas células U87MG-LUC. Além disso, 
já na população U87MG WT não houve expressão significativa da proteína de interesse 
para que houvesse uma investigação e seguimento da pesquisa com o uso da célula de 
linhagem U87MG, estabelecendo a impossibilidade do uso das células de U87MG como 
modelo de padronização, corroborando com um dos estudos encontrados83. Importante 
perceber que o formato dos picos na Figura 13A e 13C garante uma estabilidade celular 
e morfológica mesmo após a transdução.  
Com esses resultados, houve o seguimento da investigação na expressão de 




Figura 13 Análise por citometria de fluxo da expressão de CD90 em U87MG WT e U87MG-LUC-
CD90-. Histogramas da expressão do anticorpo controle isotípico nas células U87MG WT (A) e 
U87MG-LUC-CD90- (C) e da expressão do anticorpo anti-CD90-FITC nas células U87MG WT (B) e 
U87MG-LUC-CD90- (D).  
 
5.3 Estabelecimento da cultura primária de glioblastomas (GLIO) 
As amostras tumorais fornecidas pelo Hospital de Base do Distrito Federal e 
pelo Hospital São Paulo passaram pelo processamento para obtenção das células de 
cultivo aderentes. Após a realização desse protocolo, foram obtidas culturas primárias 




Figura 14 Células primárias de GLIO1. Morfologia das células de GLIO1 obtidas através do 
microscópio óptico Leica, sendo em (A) com aumento de 100X e em (B) com aumento de 400X.  
 
 
Figura 15 Células primárias de GLIO2. Morfologia das células de GLIO2 obtidas através do 
microscópio óptico Leica, sendo em (A) com aumento de 100X e em (B) com aumento de 400X. 
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Dessa forma, dois tumores tiveram suas células estabelecidas em cultivo 
primário: GLIO1 e GLIO2, conforme a Figura 14 e a Figura 15, respectivamente. A 
morfologia celular é típica de astrócitos, confirmando a origem tumoral de 
astrocitoma. A confirmação citopatológica foi feita pelas instituições as quais 
forneceram as amostras tumorais.  
5.4 Análise em citometria de fluxo da expressão de CD90 em células 
primárias de glioblastoma 
Células isoladas de glioblastomas humanos e que tiveram sua expressão de 
CD90 reduzida através da transdução lentiviral foram analisadas por citometria de 
fluxo. Como demonstrado na Figura 16, foi analisada a expressão de CD90 da segunda 
amostra tumoral isolada (GLIO2). O grupo controle GLIO2 WT, o grupo com a 
ablação de CD90 (GLIO2 shCD90) foram submetidos à marcação e à citometria. A 
expressão de CD90 na amostra tumoral é evidente no deslocamento dos picos de 
GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 para a direita, quando analisada a fluorescência para a 
expressão de CD90. Da mesma forma, percebe-se menos intensidade na expressão de 
CD90 em células que sofreram a ablação (laranja), quando comparadas com o controle 
(azul).  
A fim de quantificar a expressão de CD90 e comparar as intensidades medianas 
de fluorescência (MFI), houve a medição estatística da mediana de fluorescência em 
todos os grupos celulares analisados, utilizando o software FlowJo (LLC), com os 





Figura 16 Histograma da expressão de CD90 em GLIO2. Controle isotípico em GLIO2 WT (preto) 
e GLIO2 shCD90 (verde). Expressão de CD90 por meio do anti-CD90-PE-Cy7-A nos grupos celulares 
GLIO2 WT (azul) e GLIO2 shCD90 (laranja). 
 
 
Tabela 3 Valores de intensidade mediana de fluorescência de GLIO1 e GLIO2. Dados relativos à 
fluorescência mediana de CD90 nos tumores GLIO1 e GLIO2 nos grupos controle (WT) e com ablação 
de CD90. Os valores foram obtidos através do software FlowJo, do qual foram subtraídas as intensidades 
dos controles isotípicos das intensidades com anti-CD90-PE-Cy7-A (Anexo 1). Houve então a expressão 
da eficiência (%) da ablação (knockdown -KD) de CD90 nos tumores.  
Amostra 
Tumoral WT shCD90 shCD90/WT KD eficiência KD eficiência (%) 
GLIO1 568 325 0,572 0,428 42,78 




Ao analisar os dados quantitativos relativos à citometria de fluxo, conclui-se 
que houve a ablação significativa de CD90 nos grupos celulares GLIO1 shCD90 e 
GLIO2 shCD90 de acordo com seus respectivos controles. No caso de GLIO1 houve 
a depleção de 42,78% e em GLIO2 de 68,60%. A intensidade mediana do sinal de 
fluorescência pode ser traduzida em números de receptores de CD90 ativados pelo 
anticorpo. Dessa forma, houve de fato a diminuição do número de receptores de CD90 
nos grupos GLIO shCD90 tanto do primeiro quanto do segundo tumor.  
5.5 Formação de oncoesferas a partir do cultivo de GLIO1 e GLIO2 
A fim de determinar a influência da ablação de CD90 nas populações de células 
primárias de GBM, foi analisada a formação de oncoesferas em duas amostras 
celulares obtidas de pacientes diferentes. A capacidade de formar oncoesferas é uma 
característica de CTCs e é de interesse de investigação para o tema de biomarcadores 
de células iniciadoras tumorais89,100–104. Dessa forma, GLIO1 WT, GLIO1shCD90, 
GLIO2 WT e GLIO2shCD90 foram submetidas ao protocolo de formação de 
oncoesferas em quadruplicatas e imagens foram obtidas através do EVOS FL Cell 
Imaging System, demonstradas nas Figuras 17 e 18. 
Na Figura 17 foi observada a formação de oncoesferas nos grupos controles de 
GLIO1 WT e GLIO2 WT a partir das fotos obtidas no terceiro e sétimo dia de cultivo 
celular. Percebe-se que as oncoesferas são arredondadas e maiores que 100µm e, no 
sétimo dia de cultivo, elas aumentaram de tamanho, além de obterem um aspecto de 




Figura 17 Oncoesferas dos grupos GLIO1 WT e GLIO2 WT. Oncoesferas das células primárias 
GLIO1 WT (A) e GLIO2 WT (B) após três e sete dias de cultivo. Barra de tamanho de 100µm.  
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Figura 18 Oncoesferas dos grupos GLIO1 WT e GLIO2 WT. Oncoesferas das células primárias 




Já a Figura 18 demonstra as imagens referentes ao cultivo do terceiro e do 
sétimo dia das células GLIO1 shCD90 e GLIO2 shCD90, células com ablação de 
CD90. Percebe-se que houve uma formação discreta de oncoesferas, mas não bem 
delimitadas e arredondadas. Já no sétimo dia, as células de GLIO1 não conseguiram 
sustentar a formação das oncoesferas e, então, vieram, em sua maioria, a se dissociar 
e morrer. Em células GLIO2 shCD90 percebe-se a formação das oncoesferas, porém 
com uma densidade celular menor em relação ao grupo controle.   
5.6 Análise do número de oncoesferas entre os grupos celulares 
Para a quantificação do número de oncoesferas formados por grupo, algumas 
considerações foram feitas de acordo com protocolos pré-estabelecidos. Somente 
oncoesferas acima de 100µm foram consideradas para contagem e quando havia 
claramente uma aglomeração, foi estimado o número de oncoesferas conforme o 
diâmetro do aglomerado obtido pela medição no EVOS. De 100µm a 200µm contou-
se uma oncoesfera, de 200µm a 300µm duas e assim em diante seguindo esse padrão. 
Na Figura 19, pode-se perceber a aglomeração bem definida de oncoesferas e a 
aferição de seus diâmetros com a indicação em branco do número de oncoesferas 
contado.  
Dessa forma, o número de oncoesferas foi aferido em quadruplicatas durante 
três experimentos independentes no terceiro e no sétimo dia de cultivo. Primeiramente, 
como demonstrado na Figura 20, foram quantificadas as oncoesferas dos grupos 
celulares separadamente. GLIO1, no cultivo por 3 dias e por 7 dias, apresenta 
resultados estatisticamente significantes em ambas as análises. A formação de 
oncoesferas no grupo com ablação de CD90 foi inferior à quantidade do grupo 
controle, podendo inferir a influência da glicoproteína na obtenção de oncoesferas e, 
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consequentemente, de CTCs. Assim como GLIO1, GLIO2 apresentou resultados 
semelhantes, embora tenha formado mais oncoesferas no grupo GLIO2 shCD90 do 
que em GLIO1 shCD90 em ambos os dias analisados. Ainda, em ambos os grupos 
houve uma diminuição do número de oncoesferas do grupo controle analisado do 
terceiro para o sétimo dia de cultivo.  
 
Figura 19 Aglomeração de oncoesferas de GLIO2 WT. Medições do diâmetro de cada oncoesfera 
aglomerada pelo equipamento do EVOS FL Cell Imaging System (Aumento 400X). Barra de 
tamanho de 400µm. 
 
Então, a compilação dos resultados de GLIO1 e GLIO2 foi realizada, apesar de 
serem tumores de pacientes diferentes. Essa síntese, demonstrada na Figura 21, permite 
relacionar de maneira mais abrangente os resultados encontrados de uma maneira 
uniforme como já foi realizado anteriormente82,105. 
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Apesar dos glioblastomas analisados revelarem um desvio padrão significante, 
característico de células de cultivo primário, é possível perceber a diferença relevante 
entre o grupo controle e o grupo com ablação de CD90, tendo esse último grupo um 
número de oncoesferas inferior que o grupo controle em todas as análises realizadas.  
 
 
Figura 20 Quantificação de oncoesferas em GLIO1 e GLIO2. Número de oncoesferas maior que 
100µm aferidos em 3 e 7 dias de cultivo celular. Esses valores referentes às oncoesferas de GLIO1 
em 3 dias (A) e em 7 dias (B) de cultivo e de GLIO2 em 3 dias (C) e em 7 dias (D) de cultivo foram 
analisados no GraphPad Prism 6. Estatística feita pelo teste T Student (p < 0,001) 
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Figura 21 Quantificação de oncoesferas em GLIO1 e GLIO2 agrupados. Número de 
oncoesferas maior que 100µm aferidos em 3 dias (A) e em 7 dias (B) de cultivo celular dos 
resultados agrupados de GLIO1 e GLIO2. Estatística feita pelo teste T Student (p < 0,001) 
 
5.7 Formação de subesferas de GLIO2 
A análise da clonogenicidade das células tumorais isoladas é de interesse para 
a obtenção de uma linhagem celular e para garantir a continuidade dos experimentos 
ao longo das passagens celulares. Dessa forma, o mesmo foi analisado em relação às 
oncoesferas. Oncoesferas de GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 foram plaqueadas, após a 
dissociação, no mesmo meio DMEM/F12 suplementado com N2, B27, bFGF e EGF 
para que houvesse a formação das subesferas. Subesferas são unidades derivadas de 
oncoesferas que garantem a clonogenicidade das células-tronco tumorais presente nas 
oncoesferas82,106. Dessa forma, foi possível obter subesferas tanto de GLIO2 WT 
quanto de GLIO2 shCD90, conforme a Figura 22. 
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Figura 22 Formação de subesferas de GLIO2. Subesferas obtidas após dissociação e plaqueamento de células de oncoesferas 
de GLIO2 WT (A) e GLIO2 shCD90 (B). Foto obtida pelo microscópio EVOS FL Cell Imaging System (Aumento 200X).  
 
5.8 Expressão de CD90 em oncoesferas de GLIO1 e GLIO2 
Uma vez formadas as oncoesferas, houve a investigação da expressão de CD90 
nessas estruturas obtidas pelos dois tumores e seus respectivos grupos controle e 
modificado. Assim, a realização da citometria de fluxo após a dissociação dos 
esferoides permitiu a confirmação da menor quantidade de expressão de CD90 nas 
oncoesferas derivadas de grupos celulares com ablação de CD90 (shCD90) em termos 
de intensidade mediana de fluorescência, estabelecidos na Figura 23 e na Tabela 4.  
Na figura 23, há uma diminuição na altura do pico e um menor deslocamento 
para a direita das células derivadas de oncoesferas de GLIO2 shCD90 quando 
confrontadas com o controle GLIO2 WT. O histograma das oncoesferas retém as 
características observadas no histograma das células aderidas.  
Para uma melhor interpretação dessas diferenças, a quantificação da 
intensidade mediana de fluorescência presente na Tabela 4 demonstra que há, de fato, 
essa redução no sinal de fluorescência do grupo de células pertencentes às oncoesferas 
de GLIO1 shCD90 e GLIO2 shCD90 em comparação com os respectivos controles. 
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Em GLIO1, houve a diminuição de 56,3% da intensidade do grupo com ablação de 
CD90 em relação ao controle e em GLIO2 76,1%, mantendo, então, a menor 
porcentagem de receptores para CD90 nas células dissociadas de oncoesferas quando 
comparadas com as células aderentes. 
 
Figura 23 Histograma da expressão de CD90 em oncoesferas derivadas de GLIO2. Controle 
isotípico em GLIO2 WT (laranja) e GLIO2 shCD90 (verde). Expressão de CD90 por meio do anti-
CD90-FITC nos grupos celulares GLIO2 WT (vermelho) e GLIO2 shCD90 (azul). 
 
Tabela 4 Valores de intensidade mediana de fluorescência das oncoesferas derivadas de GLIO2. 
Dados relativos à fluorescência de CD90 das oncoesferas derivadas dos tumores GLIO1 e GLIO2 nos 
grupos controle (WT) e com ablação de CD90 (shCD90). Os valores foram obtidos através do software 
FlowJo, através do qual foram subtraídas as intensidades dos controles isotípicos das intensidades com 
anti-CD90-FITC (Anexo 1). Houve então a expressão de CD90 nos grupos celulares em porcentagem 
relativa.  
Amostra 
Tumoral WT shCD90 shCD90/WT shCD90/WT (%) 
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5.9 Ensaio de wound healing para avaliação de migração celular 
Com o intuito de determinar o efeito da ablação de CD90 na migração celular in 
vitro, foi escolhido o método de wound healing ou scratch assay. Esse método consiste 
na criação de uma ferida artificial em células plaqueadas com a intenção de mimetizar 
a migração celular in vivo, respeitando, obviamente as restrições impostas pela 
dimensão do experimento94. Essa técnica é recorrente na literatura em estudos de GBM 
em nível inicial para determinação de efeitos de tratamentos e de funções proteicas na 
tumorigênese desse tipo tumoral107–109.   
O efeito da ablação de CD90 na migração celular é, então, perceptível na Figura 
24. Houve uma diminuição mais acentuada da área do scratch da população GLIO2 WT 
(23A) do que da população GLIO2 shCD90 (23B). Apesar de ser visível a diferença, 
obteve-se a quantificação da área do scratch no momento em que ele foi realizado (início 
do experimento ou 0h) e após 24 horas. Essa quantificação foi possível através do 
tratamento das imagens no software ImageJ com a utilização do macro Wound Healing 
Tool. Dessa forma, o software contabiliza a área em pixels e a área relativa, em 
porcentagem, foi apresentada na Figura 25.   
Nota-se, então, a influência da presença de CD90 na migração de glioblastomas 
primários. O grupo celular GLIO2 shCD90 apresentou uma capacidade de migração 
inferior ao grupo GLIO2 WT, com expressão normal de CD90.  
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Figura 24 Imagens do ensaio de migração de GLIO2. Análise da migração em 0h e 24h de GLIO2 
WT (A) e GLIO2 shCD90 (B). Imagens obtidas por microscopia invertida de fase (aumento 100X) no 












































Figura 25 Quantificação da área coberta após 24 horas do ensaio de migração. A área coberta foi 
determinada pelo software ImageJ que contabiliza em pixels o tamanho da área através do macro Wound 
Healing Tool. Estatística feita pelo teste T Student (p < 0,001). 
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5.10 Análise celular em tempo real (RTCA) 
A fim de determinar a adesão celular das células GLIO2 WT e GLIO2 shCD90, 
optou-se pelo método de análise celular em tempo real (RTCA). Existem outras 
metodologias para testes de viabilidade celular, como MTT ou por azul de Trypan, mas 
o RTCA se demonstrou interessante pela análise dinâmica das células, além de abranger 
toda a população celular em cultivo e por carecer na literatura a padronização do 
protocolo com o cultivo primário de glioblastomas humanos110. Nessa metodologia 
escolhida, o valor de índice celular (CI) é aferido a partir da adesão de células no fundo 
dos poços de uma placa especial (E-plate) de 16 poços.  Os eletrodos de ouro conseguem 
aferir a quantidade de células aderidas e indicar proliferação celular111.  
Foram escolhidas três concentrações celulares para aferir o comportamento das 
células em baixa, em média e em alta confluência, assim como estabelecido em 
protocolos anteriores112. Dessa forma, células de GLIO2 WT e GLIO2 shCD90 foram 
plaqueadas em baixa (5K), média (10K) e alta (20K) densidades. Percebe-se, a partir da 
análise da Figura 26, que as células que tiveram a ablação de CD90 (GLIO2 shCD90) 
apresentaram menor velocidade de adesão celular, indicada pela rapidez com a qual a 
curva atinge seu valor máximo, do que as células selvagens nas três concentrações113. 
Nas concentrações baixa (5K) e intermediária (10K), essa diferença entre os valores de 
CI dos grupos celulares analisados é mantida com o decorrer da estabilidade do 
crescimento celular. Já na alta concentração de células (20K), houve uma aproximação 
dos valores de CI do grupo com ablação de CD90 e do controle nas horas finais do 
experimento. Constata-se, então, que a alta concentração de células não proporciona 
uma visualização eficaz da diferença entre GLIO2 WT e GLIO2 shCD90.  
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Além disso, a inclinação da curva até o valor máximo, com a diminuição do 
coeficiente linear, representa a fase de espalhamento celular (spreading)113. Nota-se que 
as curvas do grupo GLIO2 WT são mais acentuadas chegando ao ponto máximo mais 
rapidamente do que as curvas do grupo com ablação de CD90. Esse resultado é 
perceptível nas três concentrações, sendo mais visível na concentração de 10K.  
 
 
Figura 26 Adesão celular das células GLIO2 WT e GLIO2 shCD90. Células GLIO2 WT e células 
GLIO2 shCD90 em diferentes concentrações: 5x103 ou 5K (A), 1x104 ou 10K (B) e 2x104 ou 20K (C). 
Dados expressos em média e ± erro padrão da média compilados em intervalos de 5 em 5 horas durante 
243 horas (A e B) e 94 horas (C). Linha de regressão em todos os gráficos obtidos através da estatística 
de regressão linear feita no GraphPad Prism. As devidas equações das regressões do grupo WT e do 
grupo shCD90 são, respectivamente, para cada concentração: 5K, Y = 0,006977*X + 2,010 e Y = 
0,006646*X + 0,9768; 10K, Y = 3,221e-005*X + 3,570 e Y = 0,002753*X + 2,136 e 20K, Y = 






O diagnóstico precoce e o tratamento eficaz do GBM são ainda um desafio para a 
ciência. Os sintomas são muito comuns aos de outras patologias e o tratamento ainda é 
muito agressivo e com necessidade cirúrgica114. Ao mesmo tempo em que mais estudos são 
feitos e novos testes clínicos aprovados, o GBM mostra-se de difícil controle por ser 
extremamente invasivo e com características celulares heterogênicas114,115. Assim, alguns 
pacientes apresentam resistência ao tratamento utilizado e um prognóstico ainda pior, tendo 
somente o manejo dos sintomas de forma paliativa29,100.  
Nesse contexto, surge a busca por biomarcadores tumorais a fim de estabelecer alvos 
específicos para a supressão tumoral. Apesar de promissores, seus estudos, no contexto do 
GBM, são recentes53,54,114. Dessa forma, muito precisa ser estabelecido sobre a biologia do 
GBM, assim como testes minuciosos da investigação de cada biomarcador em potencial.  
A glicoproteína CD90 mostra esse potencial em relação ao GBM e sua influência na 
progressão tumoral ainda não foi completamente elucidada e estabelecida38,105. Esse 
trabalho teve como objetivo a análise in vitro da expressão de CD90 na cultura primária de 
glioblastomas humanos.  
Células de linhagem são amplamente utilizadas nos estudos tumorais, apesar de 
possuírem diferenças em relação ao tumor original. Esse fato faz com que haja dificuldade 
no avanço da descoberta de biomarcadores de câncer, especialmente do GBM, um tumor 
heterogêneo entre os pacientes116. Apesar disso, é necessário investigar a influência de 
CD90 em células de linhagem para depois prosseguir para o cultivo primário. Então, a célula 
U87MG foi escolhida para o teste dos protocolos e pouco se encontrou em relação à 
expressão de CD90 em U87MG na literatura, o que levou à investigação dessa informação. 
Houve então a transdução por lentivírus para a expressão de luciferase (U87MG-LUC) a 
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fim de prosseguir com testes in vivo na linha de pesquisa, seguida pela ablação de CD90 e 
seleção magnética das células em duas populações U87MG-LUC-CD90- e U87MG-LUC-
CD90+. A eficiência dos protocolos de transdução foi comprovada pela Figura 12 e pela 
Figura 13. Ao seguir para a análise de citometria de fluxo, as células não apresentaram 
diferença entre os grupos controle (WT) e com ablação de CD90 indo ao encontro de 
pesquisas sucedidas à essa investigação105. Houve a elaboração de uma hipótese para que a 
linhagem U87MG não expressasse CD90 de forma significativa, como encontrado nas 
células primárias estudadas posteriormente. O processo de imortalização celular da U87MG 
pode ter levado à perda desse marcador. 
A partir da impossibilidade da utilização de U87MG e com o objetivo de tornar o 
estudo mais próximo à realidade citogenética dos pacientes, houve o estabelecimento do 
cultivo primário de glioblastoma humano92,93.  
Desse modo, para esse estudo, foram utilizadas células primárias derivadas de duas 
amostras de glioblastoma coletadas e confirmadas por instituições parceiras. As células 
aderentes obtidas em cultivo primário representadas por GLIO1 e GLIO2 foram 
demonstradas na Figura 14 e na Figura 15. Elas apresentam características morfológicas de 
astrócitos, confirmando a origem tumoral de astrocitoma.  
Estabelecido o cultivo primário, as células passaram por um protocolo para ablação 
de CD90 por RNAi ao atingirem 70% de confluência após 30 a 40 dias de cultivo em 
garrafas de cultivo T75 e T25. A glicoproteína CD90 foi escolhida para avaliação por não 
ter sua função tumorigênica em GBM estabelecida e por ser um biomarcador em potencial 
para diversos outros tipos tumorais75,84,105. Esse processo foi confirmado por meio da 
citometria de fluxo (Figura 16 e Tabela 3). Foi possível, por meio desses resultados, 
determinar a intensidade mediana de fluorescência da expressão de CD90 nas amostras 
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GLIO1 e GLIO2, tanto no controle quanto no grupo que sofreu depleção na expressão da 
gliocoproteína. Essa intensidade pode ser traduzida em número de receptores celulares de 
CD90 que foram ligados aos anticorpos anti-CD90. Assim, o protocolo de transdução se 
mostrou eficiente interpretado por meio da análise da Tabela 3, na qual demonstra ablação 
de aproximadamente 43% em GLIO1 e 69% em GLIO2. Essa porcentagem é 
correspondente ao que já se tem na literatura em relação à transdução de células primárias 
de glioblastoma, variando de 40% a 70%117.  
Por conseguinte, foi avaliada a formação de oncoesferas nas duas populações 
celulares (GLIO WT e GLIO shCD90) de cada tumor. A primeira metodologia estabelecida 
com estudo de oncoesferas para estudos neuronais foi realizada em 1992 por Reynolds e 
Weiss58. Desde então é um modelo muito utilizado para geração de células-tronco tumorais, 
por se utilizar de um meio sem soro fetal, o qual induz diferenciação, e por suas células 
apresentarem a capacidade de renovação e clonogenicidade ou formação de subesferas118. 
Assim, houve a investigação sobre os efeitos que a ablação de CD90 causaria nas 
populações tumorais de GLIO1 e GLIO2 quando comparadas com o controle.  
Percebe-se, a partir da análise da Figura 17 e Figura 18 que as oncoesferas formadas 
por células com depleção de CD90 são menores e ocorrem em menor densidade (menor 
número). Essa diminuição  de densidade em relação ao controle pode demonstrar uma 
menor capacidade de adesão das células em formatos esferoides, já que CD90 possui função 
biológica regulatória das interações entre as células no ambiente neuronal71,119.  
Ainda, houve a quantificação dos números de oncoesferas com 3 e 7 dias de cultivo, 
demonstrada na Figura 20, para GLIO1 e para GLIO2. Foi significante, estatisticamente, a 
diminuição do número de oncoesferas nos grupos shCD90 de ambos os tumores, tanto no 
terceiro dia quanto no sétimo dia. Percebe-se uma diminuição também no grupo controle, 
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com o passar dos dias em cultivo, podendo ter relação com o fato das oncoesferas serem 
formadas por apenas um grupo seleto de células e que se estabelecem de acordo com o 
tempo de cultivo56,82,120. Da mesma forma, percebe-se uma diferença do número de 
oncoesferas formadas por GLIO1 e GLIO2. GLIO2 apresenta um número superior de 
formação dessas estruturas e quando os dois tumores foram agrupados para gerar dados 
quantitativos, houve o aumento do desvio padrão, demonstrado na Figura 21. Essa diferença 
pode ser explicada pelo caráter heterogênico do GBM, como já explicitado. Ainda, nem 
todas as células derivadas de amostras cirúrgicas de GBM apresentam a capacidade de 
formação de esferas tumorais, uma vez que células progenitoras e células diferenciadas não 
conseguem formar ou reter oncoesferas, reforçando a importância da realização de estudos 
tumorais com cultivo primário118,121,122. A partir desses ensaios, conclui-se que a capacidade 
de formação de CTCs, promovida por oncoesferas, é diminuída com a ablação de CD90.  
Ainda sobre as estruturas esferoides, elas foram avaliadas por citometria de fluxo 
para a quantificação da expressão de CD90 a fim de confirmar a retenção das características 
em relação às células aderentes. De fato, há uma menor presença de receptores de CD90 
(menor intensidade mediana de fluorescência) nas células de oncoesferas com ablação de 
CD90 tanto em GLIO1 quanto em GLIO2, sendo consistente com a população de células 
aderidas iniciais. 
Por conseguinte, a análise da migração celular por meio do ensaio de wound healing 
demonstrou diferenças significativas entre o grupo com ablação de CD90 e o grupo 
controle. A correspondência da expressão de CD90 e a migração de glioblastomas já foi 
discutida em alguns trabalhos, porém o ensaio de wound healing não foi realizado com 
células primárias123–125. Há poucas informações sobre o papel de CD90 em gliomas, mas já 
foi possível perceber que populações positivas para CD90 em GBMs são capazes de formar 
estruturas parecidas com vasos sanguíneos, de promover a angiogênese tumoral e estão 
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relacionadas com uma maior invasão no parênquima cerebral72,105. Dessa forma, os 
resultados apresentados nesse trabalho, na Figura 24 e na Figura 25, relativos à migração 
de culturas primárias de glioblastomas demonstram um alinhamento com estudos anteriores 
em relação à influência da expressão de CD90 na migração das células, na qual a população 
com ablação de CD90 apresenta maiores dificuldades em promover o fechamento do 
scratch do ensaio realizado.  
Além da migração, a adesão celular foi analisada a partir do experimento de análise 
celular em tempo real (RTCA), como demonstrada na Figura 26. O sistema mede através 
da impedância em eletrodos de ouro, a adesão celular, traduzida em CI (Índice Celular). 
Nas três concentrações diferentes (5K, 10K e 20K), as células com ablação de CD90 
demoraram mais tempo para a completa adesão e o espalhamento celular. Além disso, as 
células com a modificação da expressão de CD90 obtiveram uma curva de crescimento 
celular com índices celulares menores nas três concentrações. A partir da função de adesão 
celular no CNS de CD90, infere-se da análise das curvas de crescimento de GLIO2, que a 
diminuição na expressão de CD90 resultou em uma capacidade de adesão menor e, 
consequentemente, uma diminuição do índice celular, o qual pode ser traduzido em uma 
redução na capacidade proliferativa no ambiente tumoral.  
Na menor concentração celular, as células apresentaram um desvio padrão grande, 
presente também nas outras concentrações e característico de experimentos de cultivo 
primário, uma vez que as células aderidas da amostra cirúrgica não são uniformes como 
células de linhagem126,127. Existem diversos tipos celulares e quanto menor a concentração, 
maior a chance de conseguir uma população heterogênica proveniente do cultivo. Assim, o 
desvio padrão acentuado sinaliza, mais uma vez, a importância do estudo personalizado 
com a escolha do uso do cultivo de células primárias de GBM em relação às células de 
linhagem. Esse resultado corrobora com a função da proteína CD90 de adesão celular, 
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indicando que a perda da expressão da proteína leva à um resultado in vitro relevante para 
o estudo de glioblastomas.  
Duas perspectivas podem ser analisadas a partir dos resultados apresentados por esse 
trabalho. A primeira de que a perda da gliocoproteína CD90 confere uma menor adesão 
celular, redução quantitativa na formação de oncoesferas e menor taxa de migração. Essas 
características são já estabelecidas por proteínas de adesão, constante alvos na busca de um 
biomarcador para tumores por geralmente estarem superexpressa em tumores a fim de 
conferir maior invasão à tecidos adjacentes, maior mobilidade e estabilidade no ambiente 
tumoral. Ao mesmo tempo, a superexpressão dessas proteínas no tumor pode conferir um 
dos fatores de resistência oncoquimioterápica128. Dessa forma, CD90, de acordo com os 
resultados apresentados, assim como de outros trabalhos complementares, poderia ser um 
alvo em potencial para a redução tumoral e diminuição de sua capacidade proliferativa e 
invasiva72,76. Embora esse resultado seja promissor, é importante ressaltar a presença da 
expressão de CD90 em outros tipos celulares no SNC, conferindo dificuldades para a 
especificidade da proteína para glioblastomas, assim como para a descoberta de um possível 
tratamento sem efeitos colaterais71. Terapias com associação de fármacos alvo-específicos, 
sendo um deles anti-CD90, também seria uma possibilidade, uma vez que é difícil a 
utilização de somente uma oncoquimioterapia para o tratamento integral do câncer.  
A segunda perspectiva demonstra o potencial de estabelecimento de um prognóstico 
com o panorama de expressão de CD90. Como apresentado, CD90 está relacionada à fatores 
que contribuem para a malignidade de glioblastomas. Ao mesmo tempo, outro estudo 
analisou a expressão de diferentes amostras de CD90 e o prognóstico dos pacientes 
respectivos de cada amostra. Nesse panorama, houve a relação de um pior prognóstico a 
pacientes com maior expressão de CD9083. Em consonância com o trabalho aqui descrito e 
relatos anteriores, biomarcadores tumorais podem não só ser um bom alvo terapêutico, mas 
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podem prever a progressão clínica de pacientes com câncer. Dessa forma, tanto como um 
possível alvo como um possível indicador de malignidade de GBM, o estudo da proteína 
CD90 confere boas perspectivas que poderão ser, eventualmente, traduzidas para a clínica.  
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7. Conclusão  
A partir dos resultados obtidos por esse trabalho é possível inferir as seguintes 
conclusões: 
• não foi possível a detecção da expressão de CD90 na linhagem U87MG, não 
sendo possível a continuidade para o estabelecimento dos demais protocolos; 
• foi possível os efeitos da ablação de CD90 em células primárias 
• após o estabelecimento de cultivo primário de amostras cirúrgicas de 
glioblastomas, as células apresentaram morfologia distinta em cada amostra; 
• a transdução lentiviral para ablação de CD90 em células GLIO1 e GLIO2 foi 
eficaz a partir das análises de medianas de fluorescência e dos histogramas 
obtidos por citometria de fluxo; 
• oncoesferas formadas a partir de tumores diferentes apresentam características 
de densidade e número diferentes; 
• a proteína CD90 é importante para a formação de oncoesferas com maior 
densidade celular; 
• células que sofreram ablação de CD90 apresentaram menor número de formação 
de oncoesferas; 
• a capacidade de migração celular de glioblastomas é influenciada pela ablação 
de CD90, apresentando uma menor taxa em comparação com o grupo controle; 
• a adesão celular e espalhamento de células de glioblastomas é comprometida 
após a ablação de CD90, obtendo um menor índice celular (CI) e necessitando 




A continuidade do trabalho pode apresentar as seguintes perspectivas: 
1. testes in vitro de resistência à citotoxicidade de terapias convencionais para o 
tratamento de GBM em células primárias com ablação de CD90 comparadas ao 
grupo controle; 
2. avaliação do potencial de diferenciação de células derivadas de oncoesferas em 
astrócitos, oligodendrócitos e neurônios e a influência de CD90 nesse processo; 
3. avaliação de características de células-tronco tumorais nos grupos com 
diferentes expressões de CD90; 
4. análise da influência da expressão de CD90 em células primárias de GBM em 
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Tabela 1 Valores de intensidade mediana de fluorescência de diferentes grupos celulares. Para 
avaliar a intensidade da fluorescência na expressão de CD90, foram aferidos os seguintes valores pelo 
sistema FlowJo de análise estatística. Para a construção das tabelas 3 e 4 desse trabalho, os valores 
obtidos nos grupos celulares com o anticorpo anti-CD90 foram subtraídos dos valores do controle 
isotípico a fim de retirar ruídos na análise.     
  WT (controle isotípico) WT (anti-CD90) shCD90 (controle isotípico) shCD90 (anti-CD90) 
GLIO1 337 905 224 549 
GLIO2  115 14737 184 4775 
GLIO1 N 70,1 109 110 127 
GLIO2 N 29 1064 26 273 
 
